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1.- Introduccién

1.1- Biomateriales

El término biomaterial designa a aquellos materiales utilizados en la fabricacion de
dispositivos que interactdan con sistemas bioldgicos y que se aplican en diversas ramas de la
medicina como implantes permanentes o temporales. Entre las caracteristicas de estos
materiales no puede faltar la de ser biocompatibles, o bioldgicamente aceptables. La
biocompatibilidad es una propiedad inherente a cualquier biomaterial, y se define como la
capacidad de un determinado material para dar una respuesta biologica apropiada en una
aplicacion especifical'l. Cualquier material implantado en el organismo no debe provocar
reacciones adversas que impidan obtener el efecto deseado. De este modo, en la evaluacién
de un material resulta fundamental evaluar su biocompatibilidad ya que permanecen en
contacto con los tejidos vivos, por lo que resulta imprescindible que no se produzcan
reacciones no deseadas en la interfaz tejido-material y que mantengan sus prestaciones

durante el tiempo que tengan que desempefiar su funcion.

En el disefio de un biomaterial es preciso conjugar una serie de elementos como las
caracteristicas quimicas, fisicas y la textura de la superficie del implante, como también la
solubilidad, la reactividad de la superficie a implantar y los factores biomecéanicos. En este
sentido, los materiales destinados a la fabricacion de implantes deben reunir una serie de

propiedades bioldgicas, fisicas, quimicas y mecanicas especificas.

1.2- Fosfatos de calcio e hidroxiapatita

Hacia finales de los afios 60 surgié un gran interés en la utilizacion de materiales ceramicos
para aplicaciones biomédicas(?. Estos materiales, seglin su interaccion con el tejido, pueden
ser bioinertes, bioactivos o biodegradables. Los primeros no tienen una interaccion apreciable
al ser implantados, a diferencia de los ceramicos bioactivos, que se unen al hueso sin
formacion de tejido conectivo entre medio. Un material bioactivo es aquél que origina una
respuesta biologica especifica en la interfase del material la que resulta en la formacién de un
enlace entre el tejido y el material. Por Gltimo, los biodegradables, que se reabsorben con el
tiempo mientras son reemplazados por el tejido natural. Los bioceramicos pueden ser porosos

o densos, favoreciendo en el primer caso la interaccion bioldgica.
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En 1969, Levitt y col. propusieron por primera vez la utilizacién de un fosfato de calcio, la
fluoroapatita, como material para protesis ortopédicas 1. Desde ese momento, los fosfatos de
calcio, por su similitud quimica con los tejidos 6seos naturales, encontraron un exitoso campo
de aplicacion como rellenos 6seos o recubrimientos ortopédicos, dentales 0 maxilofaciales y
también como soportes para ingenieria de tejidos*ll, Se conocen distintos fosfatos de calcio
que pueden ser utilizados solos 0 en mezclas para la preparacion de diversos bioceramicos
(Tabla 1.1). En estos compuestos la relacién molar Ca/P es de fundamental importancia dado

que influye en sus propiedades, en particular en su solubilidad en agua.

Tabla 1.1. Biomateriales de fosfatos de calcio clasificados segun su relacion Ca/P.

2,0 CasO(PO4)2 Fosfato tetracélcico 38-44 TTCP
1,67 Caig(PO4)s(OH)2 Hidroxiapatita 58,4 HA
>1,67 | CaixHax(PO4)s(OH): Fosfato de calcio -- ACP
15 Caz(PO.), Fosfato tricalcico (a, B, y) 25,5-28,9 TCP
1,33 CagH2(P04)6.5H,0 Fosfato octacélcico 9,66 OoCP
1,0 CaHPO,.2H,0 Fosfato dicalcico dihidrato 6,59 DCPD
1,0 CaHPO4 Fosfato dicalcico anhidro 6,9 DCPA
0,5 Ca(H2P04)2.H0 Fosfato monocalcico monohidrato | Muy soluble | MCPM

La hidroxiapatita (Ca/P=1,67) se describe como un cerdmico bioactivo, dado que puede
unirse quimicamente al hueso, habilidad que le otorga su similitud quimica y morfolégica con
la fase mineral del tejido dseo. Este compuesto forma una intercara con una gran resistencia a

la fractura.

La estructura de la HA se describe como una red cristalina de simetria hexagonal. La celda
unidad es un prisma rémbico recto con una longitud a lo largo de cada arista del plano basal
de la celda de a=9,432 A y un valor de c= 6,881 A con el contenido de la celda dado por la
formula Ca10(PO4)s(OH).. El arreglo de estos atomos constituyentes proyectados a lo largo

del eje c sobre el plano basal se muestra en la Figura 1.1. El compuesto permite la sustitucion
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de iones en su estructura, dando como resultado materiales con diferente solubilidad,

parametros de red, morfologia, etc.

® Oxigeno

e Foésforo ,
@ Hidroxido (OH) ¥\

@ &. Calcio
®

o Fosfato (PO})
L "

Figura 1.1. Proyeccion de la estructura cristalina de hidroxiapatita.

La dureza de la HA es de 5 mohs y su densidad de 3,15 g/mL. Su coeficiente de expansién
térmica tiene un valor de 11,6x10° K. Sus propiedades mecénicas son similares a las de los
componentes mas resistentes del hueso. Asi su médulo eléstico varia entre 40 y 100 GPa,
frente a los 74 GPa del esmalte dental, 21 GPa de la dentina y 12 a 18 GPa del hueso
compacto. Sin embargo, su resistencia mecanica, en forma de compactos densos de HA, es
del orden de los 100 MPa frente a los 300 MPa del hueso humano, disminuyendo
drasticamente dicha resistencia en el caso de compactos porosos. Esta limitacion para
soportar carga impide que se utilice a la HA como protesis monolitica de huesos portantes,
aunque si es util como recubrimiento de prétesis metalicas con una mayor resistencia
mecanica, mejorando asi la compatibilidad de la pieza e incrementando la adhesion del hueso

a la misma 9.

El intercambio de iones fosfato (PO.>) y calcio (Ca?") para precipitar mas HA en la
superficie es el mecanismo conocido de interaccion con el hueso, gracias al cual se logra una
buena osteointegraciont . Ademas, la HA exhibe buena compatibilidad con otros tejidos
como el epitelial y el muscular®. Conociendo el caréacter piezoeléctrico de los huesos™*, y
buscando un mejor desempefio de la HA en la osteointegracion, Bodhak™!! realiz6 estudios

en donde analizo la mineralizacion in vitro y la proliferacion celular sobre muestras de HA
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polarizadas durante 2 h a 300-400 °C aplicando 2 kV/cm. Sus resultados mostraron que se

podia modular la velocidad de osteintegracion con el grado de polarizacion de las muestras.

Con el objetivo de incrementar la polarizabilidad de la HA, desde mediados de los *90 se
comenzd a estudiar la posibilidad de producir biocerdmicos compuestos entre HA y
materiales piezoeléctricos. Estos trabajos originaron un nuevo campo de estudio donde se
busca controlar la piezoelectricidad de materiales bioceramicos ya sea por polarizacion

directa o por combinacion con materiales piezoeléctricos convencionales.

1.3- Materiales piezoeléctricos

Cuando un campo eléctrico es aplicado a un material dieléctrico, no ocurre un transporte de
carga, sino que se produce un ligero reacomodamiento de las cargas, de modo que se generan
dipolos. Asi, el material adquiere un momento dipolar, y se dice que el material esta
polarizado!*?,

El valor de la polarizacion generada en un material dieléctrico por accion de un campo

eléctrico aplicado viene dado por:
P=ysgE Ec. (1.1)

donde, P es la polarizacion inducida en la direccion del campo por unidad de volumen, E es
el campo eléctrico externo, y es la susceptibilidad dieléctrica del material y ¢, es la
constante dieléctrica en el vacio. La polarizacion también puede ser expresada a través de la

permitividad relativa del material (¢,)y el campo eléctrico aplicadot*?:
P=g,(s, -1)E Ec. (1.2)

Dentro de los materiales dieléctricos, los ceramicos piezoeléctricos son un tipo de materiales
que al ser sometidos a tensiones mecanicas, se logra polarizar el material (efecto directo). A
su vez, cuando a un material piezoeléctrico se lo polariza por aplicacién de un campo
eléctrico, el material sufre una deformacién (efecto indirecto). Estos efectos pueden
expresarse a través de las ecuaciones constitutivas de la piezoelectricidad aplicadas a los ejes

ortogonales i, j, k (Figura 1.2):

P =dy s, (Efecto directo) Ec. (1.3)
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donde P; es la polarizacion generada en el eje “i”, sjk la tension aplicada y dij el coeficiente

piezoeléctrico que los relaciona.
e; =dg E, (Efecto indirecto) Ec. (1.4)

donde ejj es la deformacion generada, y Ex el campo eléctrico aplicado en la direccion k 131,

Por convencion, el tensor de coeficiente piezoeléctrico (dij) se define tomando como ejes la
direccion de polarizacion (3) y dos ejes ortogonales (1 y 2). Dentro de las componentes del
tensor cabe destacar la componente daz, coeficiente relacionado al campo a lo largo del eje
polar con la deformacién perpendicular a él; la componente dis, que se asocia a las
deformaciones de corte; y por ultimo la componente dss, que es el coeficiente correspondiente
al campo y la deformacidn a lo largo del eje polar. Este ultimo coeficiente es la componente

que permite conocer la relacion directa entre el campo y la deformacién paralela al mismo.

(a) (b)

Figura 1.2. Esquema del comportamiento de un material piezoeléctrico. (a) Material sin aplicacion de tensiones
ni campo eléctrico, (b) durante la aplicacion del campo E el material se deforma, (c) durante la aplicacion de una

fuerza F que lo deforma, el material se polarizal*?.

El fendmeno de la piezoelectricidad se da en materiales cristalinos que carecen de centro de
simetria en su estructura cristalina (materiales no centrosimétricos). Debido a esa carencia de
centro de simetria, cuando el material es sometido a un esfuerzo, se produce un
desplazamiento de iones positivos y negativos que genera una polarizacion neta en el
material. Por encima de una temperatura propia de cada material, su estructura pasa a ser
simétrica, y pierde la capacidad de polarizarse, a esta temperatura se la denomina temperatura
de Curie. En la Figura 1.3 se esquematizan los grupos puntuales de simetria y su relacién con

los fendmenos de piezo-ferroelectricidad.
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32 grupos puntuales

de simetria
I
| 1
21 11
No Centrosimétricos Centrosimeétricos
| (no piezoeléctricos)
20
Piezoeléctricos
(polarizados con esfuerzos)
10
Piroeléctricos
(polarizados espontaneamente)
Subgrupo Ferroeléctricos
(polarizados espontaneamente,
fenomeno reversible con E)
|
I I | ]
Tungsteno, Perovskitas Pirocloros, Estructura
Bronce, ceramicas Cd,Nb,O- en capas
PbNb,O4 ABO; Bi;Ti:0,,
|
| | | | 1
BaTiO3 szrxTil_XO3 PleO3 Pb(Mgl;NbZBM (Na,K)NbO3

Figura 1.3. Esquema de los grupos puntuales de simetria y la relacién con los fendmenos de piezo-

ferroelectricidad.

Dentro de los ceramicos piezoeléctricos, existe un grupo de materiales con una propiedad en
comun que son los ceramicos ferroeléctricos. Los materiales ceramicos ferroeléctricos logran
un estado de minima energia mediante la subdivision de sus granos en dominios. Estos
dominios son pequefias regiones del material donde las celdas que lo conforman poseen un
ordenamiento cristalografico definido, de forma tal que los dipolos de cada celda se
encuentran orientados en la misma direccidn, y asi se forman las pequefias regiones con una
polarizacién diferente de cero. Las zonas que separan estos dominios se llaman paredes de
dominios. Estos dominios tienen la capacidad de reorientarse cuando se aplica un campo
eléctrico en el material, alineandose en la direccion cristalina mas cercana a la del campo
aplicado. De este modo al retirar el campo eléctrico, el material conserva una polarizacion

remanente, debido a la orientacion preferencial de los dominios (Figura 1.4).
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o8

Figura 1.4. Esquema del comportamiento de los dominios cristalinos en un material ferroeléctrico antes (a) y

(@) (b)

durante la aplicacién de un campo eléctrico E (b). Se observa la reorientacién a 180° de los dominios en sentido

del campo aplicado 2,

Asi, una propiedad caracteristica de la ferroelectricidad es la reversibilidad de su polarizacion
por la aplicacion de un campo eléctrico opuesto, dando lugar a una curva caracteristica de

estos materiales que es la curva de histéresis (Figura 1.5).

pcm* §
03+
Pr PiCm |
ozt
02+
0.1
, Ec \
L) T ¥ T -
-0.2 ot 0 0.1 02
EMvV m~"
—0.1
-0z2+ -t
-84
(a) L]

Figura 1.5. Curva de histéresis de un material ferroeléctrico (BaTiOs3) (a) monocristalino y (b)
policristalino. Pr es la polarizacion remanente al retirar el campo E, Ec es el campo coercitivo,

necesario para revertir la polarizacion del material [*2,

Dentro de los numerosos materiales piezoeléctricos (Figura 1.3) el BaTiOs es el mas atractivo
para incorporar en un biomaterial por su composicion, en tanto que otros se descartan por su

toxicidad.

10
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1.4- Ceramicos de Titanato de Bario (BaTiO3)

El titanato de bario (BT) es tal vez uno de los materiales ferroeléctricos libres de plomo mas
conocidos. Su formula es BaTiOs, y su estructura cristalina es del tipo perovskita (ABO3),
siendo A y B cationes y O un anion. La estructura consiste en una red clbica simple de A,
con el catién B en la posicion (Y2,%,%) y los O en posiciones (0,%,%2), (¥2,0,%2) y (¥2,%,0)

como se muestra en la Figura 1.6.

Figura 1.6. Celda unidad del BT.

El BT presenta distorsiones de la celda unidad con la temperatura, dando lugar a diferentes
estructuras, como se muestra en la Figura 1.7. Por sobre la temperatura de Curie (130 °C) el
BT es cubico, por debajo es tetragonal, hasta los 0 °C que pasa a ser ortorrémbico, y por

debajo de -80 °C se transforma en romboédrico.

11



Desarrollo de materiales compuestos de Hidroxiapatita y Titanato de Bario Capitulo 1

Cubico

4

)le ¢ 0°C Ortorrombico

Romboédrico

Tetragonal

Figura 1.7. Distorsiones de la celda unidad del BT con la temperatural*?l,

A temperatura ambiente la ferroelectricidad del BT se debe a la estabilizacion de la fase
tetragonal, en la cual el desplazamiento de los iones titanio dentro del hueco octaédrico de

oxigenos da lugar a la formacién de los dipolos eléctricos, como se observa en la Figura 1.8.

Un monocristal de BT con un Gnico dominio tiene una permitividad relativa (&,) a 20 °C de

230 en la direccion polar y de 4770 en las direcciones perpendiculares. En los cerdmicos
policristalinos debido a la existencia de bordes de grano y a la presencia de poros, la
permitividad relativa de bajo campo varia en el rango de 2000 a 4500 ™21, Por otro lado, se

han obtenido valores de coeficiente piezoeléctrico (dss) de BT policristalino de 191 pC/N 241,

\ce\a

e.f Qe‘f Y

Figura 1.8. Formacion de los dipolos eléctricos por desplazamiento de los iones en el BT.

12
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Por ser el BT un piezoeléctrico libre de Pb, seguro, confiable y con relativamente elevadas
propiedades dieléctricas, se ha postulado como un candidato posible para aumentar la

polarizabilidad de la HA y asi modular la velocidad de osteointegracion.

1.5- Materiales compuestos hidroxiapatita-titanato de bario

En 1997, Feng y col.[**] implantaron piezas de HA-BT polarizadas en la mandibula de perros,
observando que se promovia significativamente el crecimiento del hueso respecto de los
implantes de HA sola. Por otro lado, observaron que el crecimiento 6seo dependia de la

direccion de la polarizacion.

En 2002, Hwang y col.['] estudiaron el efecto de la polarizacion de un sustrato de BT en la
formacion de una capa de fosfato de calcio (FC) en la superficie. Encontraron que la capa de
FC se formd sobre la cara polarizada negativamente, mientras que esta capa no se observo
sobre la cara positiva. En este estudio se compararon tres condiciones de polarizacion
diferentes, aunque no se determind el coeficiente piezoeléctrico (ds3) de las muestras para

analizar su relacién con la formacion de la capa de FC.

En 2006, Bowen y col.l'7] estudiaron la relacion existente entre la composicion y las
propiedades dieléctricas de compuestos de HA-BT, y observaron que la incorporacion de HA
disminuye abruptamente los valores ¢, y dss, tal que por debajo de 80% de BT no se obtienen
valores significativos de coeficiente piezoeléctrico. En la Figura 1.9 se muestran los valores

de ¢, obtenidos en este estudio.
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Figura 1.9. Permitividad relativa a 102 Hz de los compuestos de HA-BTI7],
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En 2009, Baxter 18 estudié la proliferacion celular sobre muestras con un 90% de BT
polarizadas a 130 °C en una corona de polarizacién mediante la aplicacion de un potencial
eléctrico de 2500 V con una distancia de 55 mm entre la muestra y la fuente, midiendo un ds3
de 57,8 £ 10,8 pC/N. Este trabajo constituye el primer estudio reportado que utiliza células
humanas del tipo Saos-2. El estudio muestra una buena compatibilidad del sustrato, tanto de
la cara negativa como de la positiva, y ademas se encuentran similitudes entre el crecimiento
celular sobre el compuesto y sobre una muestra de HA comercial sin fase piezoeléctrica. Es
importante resaltar que, en ese estudio, no se observaron problemas de citotoxicidad en

ninguno de los compuestos analizados.

1.6- Objetivo general y objetivos especificos del trabajo

El objetivo general de este plan de trabajo es disefiar y obtener materiales compuestos de
titanato de bario e hidroxiapatita con respuesta bioactiva potenciada para la regeneracion de

tejido dseo.
Los objetivos especificos que se plantean para contribuir al objetivo general son:

1. Sintetizar titanato de bario (BaTiOs3) mediante activaciébn mecanoquimica y reaccion
en estado soélido.

2. Sintetizar polvo de hidroxiapatita por precipitacién quimica asistida por ultrasonido.

3. Caracterizar los materiales obtenidos morfoldgica y estructuralmente mediante
difraccion de rayos X, microscopia electronica de barrido y microespectroscopia

Raman.

4. Formular y obtener materiales compuestos en discos mediante los procesos de mezcla,
prensado Y sinterizado, partiendo de polvos de BT y de HA tanto comerciales como

sintéticos.

5. Analizar la influencia de la composicion y la porosidad resultante sobre la
microestructura, las propiedades dieléctricas y piezoeléctricas del material final.

6. Evaluar el comportamiento de los materiales compuestos en ensayos bioldgicos de
citotoxicidad y correlacionar su reactividad con la estructura y composicion del

material.
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2.- Parte experimental

2.1- Materiales

Se utilizaron materiales en polvo de Hidroxiapatita (HA) y de BaTiO3z (BT) comerciales y
sintéticos. En la Tabla 2.1 se presenta el proveedor para los polvos de origen comercial, y el

método de sintesis utilizado para la obtencion de los materiales sintéticos.

Tabla 2.1. Origen y nomenclatura de los materiales utilizados en el desarrollo de los materiales compuestos.

Materiales comerciales Materiales sintéticos

BT | (cBT) Transelco Division, | (SBT) Activacion mecanoquimica y reaccion en

Ferro Corporation estado solido.
HA | (cHA) Aldrich (sHA) Precipitacion quimica asistida por
ultrasonido.

2.1.1- Sintesis de titanato de bario (sBT)

En la sintesis de BaTiOs se llevo a cabo la activacion mecanoquimica de los reactivos (TiO:
Degussa P25 de pureza mayor al 99,5% y BaCO3z Mallinckrodt 3736 de pureza 99,7%) en un
molino planetario durante 5 horas en medio alcohdlico a 890 rpm. La mezcla resultante fue
secada y calcinada a 1000 °C durante 2 h para producir la fase BaTiOs libre de fases
secundarias. ElI material resultante se molié nuevamente para reducir la presencia de

aglomerados obteniéndose el material sBT.

2.1.2- Sintesis de hidroxiapatita (SHA)

Para obtener HA se utilizaron como reactivos de partida, una solucién de acido ortofosférico
que se agregd sobre una suspension amoniacal de CaO, hasta alcanzar una relacion molar
Ca/P = 1,67. Se empled un equipo Sonics vibra-cell, VCX 130, para realizar la agitacion de la
mezcla de reaccion. La irradiacion ultrasonica causa cavitacion provocando la formacion,
crecimiento y colapso de microburbujas. Este intenso proceso de agitacion da lugar a eventos
de disolucion-precipitacion de solidos a través de los cuales se logra una reduccion del

tamafo de particula y una activacion superficial de las particulas. Posteriormente, el
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precipitado obtenido fue filtrado y secado en estufa a 60 °C durante 24 h obteniéndose el

material SHA.

2.2- Métodos

2.2.1- Preparacion de las mezclas HA 'y BT.

De cada composicion se prepararon mezclas de aproximadamente 6 g, utilizando una balanza
analitica para pesar cada componente. Luego se mezclaron durante 10 min en molino
planetario a 890 rpm (Fritsch Planetary Micro Mill Pulverisette 7) en recipientes de zirconia,
con 4 bolas de zirconia, utilizando como solvente 10mL de alcohol isopropilico. Luego se

secaron en estufa a 80 °C durante 24 h.

2.2.2- Conformado de las pastillas

Se conformaron pastillas de 1 mm de espesor mediante la técnica de prensado uniaxial, con
moldes de 6 y 12 mm de didmetro. Para los sistemas que contenian BaTiOs se hizo necesario
afiadir un ligante orgénico, para lo cual se disolvieron 0,3 mg de PVA (Baker) en 50 mL de
H>O destilada, y se agregaron 3 gotas de la suspension al polvo de cada pastilla. Las pastillas

se prensaron a 100 bar en una prensa hidraulica manual (Carver Laboratory Press).

2.2.3- Eliminacion del ligante orgéanico

Se realiz6 un andlisis termogravimétrico (ATG) a una muestra de PVA para determinar la
temperatura de descomposicion del mismo y asi definir la curva de calentamiento para ser

aplicada en la eliminacion del ligante organico en las muestras compactadas.

El ATG es un analisis utilizado para medir el cambio de masa de una sustancia en funcién de
la temperatura o el tiempo. La muestra, generalmente de unos pocos mg es calentada a
velocidad constante, y presenta una masa invariable hasta una determinada temperatura a la

cual empieza a descomponerse el propio material o alguna fase que lo componga.

Se utiliz6 un equipo Shimadzu TGA-50 y se realizaron ensayos dindmicos variando la
temperatura a velocidad constante (10 °C/min). Se registré la masa de la muestra en funcién
de la temperatura hasta 800 °C en aire. Con esta técnica fue posible determinar el rango de

temperatura en la cual se produce la descomposicion del PVA.
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Figura 2.1. Andlisis termogravimétrico de una muestra de PVA.

Teniendo en cuenta el ATG de la Figura 2.1, se decidi6 realizar el siguiente tratamiento a las
muestras compactadas: calentamiento a 5 °C/min desde temperatura ambiente hasta 200 °C,
temperatura que se mantuvo durante 30 min; luego se continu6 calentando a 1 °C/min hasta
400 °C, temperatura que se mantuvo por 3 h; luego se continué a la misma velocidad hasta
600 °C, temperatura que se mantuvo por 2 h; finalmente se dejo enfriar a 5 °C/min. En la

Figura 2.2, se esquematiza el ciclo de calcinacion de las muestras.
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Figura 2.2. Ciclo térmico para la eliminacion del ligante organico en los discos compactados
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2.2.4- Proceso de sinterizado

Se estudiaron dos temperaturas de sinterizacion, 1250 °C y 1300 °C, con el objetivo de
evaluar la densificacion de los compuestos. El proceso se realizd en atmdsfera de aire
mediante un calentamiento a 3 °C/min, hasta la temperatura maxima, manteniendo esa
temperatura durante 2 h, y luego un enfriamiento hasta temperatura ambiente a 3 °C/min. En
todos los casos las pastillas fueron dispuestas sobre un lecho de polvo de la misma

composicion para evitar contaminacion con el soporte de alumina.

2.2.5- Medicion de densidad

Una vez realizado el proceso de sinterizado, se procedié a acondicionar las superficies de las
muestras para eliminar el resto de polvo adherido. Posteriormente, se midio la densidad
mediante el método de Arquimedes en agua destilada, utilizando una balanza Sartorius,
registrando la masa en aire y sumergida de las pastillas, y calculando la densidad aparente

segun la siguiente ecuacion:

Waire'pagua
= Ec. (2.1
Peo (W, —Wen) ¢.(1)

aire sum

siendo pap la densidad aparente de la pastilla sinterizada, W.ire la masa de la pastilla en aire,
Wsum la masa de la pastilla sumergida y pagua 12 densidad del agua destilada a la temperatura
de trabajo.

A partir de este método fue posible calcular la porosidad de las muestras, utilizando la
densidad tedrica calculada segun la regla de las mezclas ideales, tomando como datos las
densidades teoricas de los polvos de partida.

%P :100(1—Mj Ec. (2.2)

pteérica
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2.2.6- Caracterizacion por Difraccion de Rayos X (DRX)

Las estructuras cristalinas de las muestras sinterizadas se identificaron mediante difraccion de
rayos X. Con esta técnica fue posible confirmar la formacion de la fase buscada asi como
detectar la presencia de fases secundarias. En un experimento de difraccion, una onda
incidente es dirigida hacia el material y un detector recoge la informacion de la onda
difractada. De esta forma se registra un patron de difraccion. Para que ocurra difraccién, la
onda electromagnética debe encontrarse con una serie de obstaculos regularmente espaciados
que sean capaces de reflejar una onda y que tengan un espaciado entre atomos comparable en
magnitud al de la onda. La difraccion sera consecuencia de una especifica relacion de fases
establecidas entre dos 0 mas ondas que han sido reflejadas por los obstaculos. La direccion de
difraccion se basa en la Ley de Bragg. Cuando rayos X son reflejados por los &tomos en un

grupo de planos cristalinos un maximo ocurrira cuando se cumpla la Ley de Bragg:

nA=2dsiné Ec. (2.3)

Donde,

n es el orden de la difraccidn que se toma igual a uno.
A es la longitud de onda de los rayos X,

d es la distancia entre los planos de la red cristalina y,

0 es el angulo entre los rayos incidentes y los planos de difraccion.

El patron de difraccion presentara picos en distintos valores de angulos, que estan asociados a
diferentes espaciados interplanares. A partir de las estructuras cristalograficas que relacionan
el sistema cristalino con el espaciado interplanar es posible asociar cada pico con el plano
correspondiente. De esta forma es que los patrones de difraccion presentan informacion
inherente de la estructura cristalina de cada sustancia cristalina. La base de datos (JCPDS)
presenta los patrones de difraccion caracteristicos de las distintas sustancias cristalinas. A
partir de la comparacion del patrén obtenido con los patrones de la base de datos es posible
identificar las fases cristalinas presentes. El equipo de difraccion utilizado en este caso fue un
PANalytical, X pert Pro. Se utiliz6 una radiacion CuKa (A=1,5406 A).
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2.2.7- Caracterizacion por microespectroscopia Raman

El efecto Raman esta asociado a la dispersion inelastica de luz por parte de la materia.
Cuando una molécula se excita con luz de frecuencia v, la mayor parte de ésta resulta
dispersada en forma elastica, sin cambios en frecuencia (efecto Rayleigh). Una pequefia
fraccion se dispersa en forma inelastica, con cambios respecto de la frecuencia original
(efecto Raman); dichos desplazamientos son caracteristicos de los modos vibracionales
(particularmente los simétricos) de la especie dispersante, e independientes de la frecuencia
incidente. Un espectro Raman consiste en el registro de la intensidad de luz dispersada en
forma inelastica en funcion del desplazamiento en frecuencia respecto a la original de
excitacion. De este modo, la espectroscopia Raman proporciona informacion quimica y
estructural de casi cualquier material 0 compuesto organico o inorganico permitiendo asi su
identificacion. Se utilizé un equipo Renishaw in Via Raman Microscope, con un laser de
iones Ar de 514 nm y rendijas de difraccién de 2400 lineas por milimetro. En algunos casos
se utilizo esta técnica para identificar la estructura de BT presente, ya que la presencia de
picos a 725 y 311 cm™ es tipica de BT tetragonal.

2.2.8- Caracterizacion por Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier
(FTIR)

En los sélidos, los atomos vibran a frecuencias desde 10%2 a 10® Hz aproximadamente. Los
modos vibracionales, que involucran pares de grupos de atomos unidos, pueden ser excitados
a estados de energias mas altos por absorcion de radiacién de una frecuencia apropiada. En la
técnica de infrarrojo (IR), la frecuencia de radiacion incidente se varia, y se obtiene la
cantidad de radiaciéon absorbida o transmitida por la muestra. El espectro para solidos es
usualmente complejo y presenta un gran nimero de picos, los cuales corresponden cada uno a
una transicion vibracional especifica. Asi, los espectros obtenidos identifican grupos

funcionales y uniones covalentes (grupos hidroxilicos, agua retenida y oxianiones).

Las muestras se analizaron a temperatura ambiente usando como fondo aire en un
espectroscopio de infrarrojo con transformada de Fourier, FTIR, Nicolet 6700, Thermo
Scientific. Se utiliz6 el modo de reflexion para analizar las muestras sinterizadas y el modo

de transmision para muestras en estado liquido.
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2.2.9- Caracterizacion por Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido (SEM) es una técnica utilizada, en principio, para
observar superficies de especimenes con una resolucion de hasta 1 nm. Cuando la superficie
es irradiada con un haz de electrones van a suceder varios fendmenos. Parte de los electrones
se trasmiten, absorben y reflejan. De la superficie saldran también electrones Auger,
electrones secundarios y rayos X. Los electrones secundarios seran mayores en nimero pero
energéticamente menores que los reflejados. Los electrones secundarios corresponden a
electrones de valencia emitidos por los atomos de la muestra. Como su energia es muy
pequefia, sélo los electrones de los atomos superficiales seran emitidos fuera de la muestra.
Esto quiere decir que los electrones secundarios son muy sensitivos a la superficie. Cuando
un haz de electrones entra perpendicularmente a la superficie la cantidad de electrones
secundarios emitidos sera menor gue si el haz impacta de forma oblicua. Por lo tanto la
diferencia en brillo de la estructura cristalina se debe a la diferencia en el angulo de
incidencia del haz de electrones. Utilizando un detector de electrones secundarios es posible
atraerlos, hacer que impacten en un centellador, dirigir esta sefial luminica y transformarla en
una sefial eléctrica, amplificar la sefial y registrarla de forma sincronica con el escaneo de la

muestra. De esta forma sera posible registrar una imagen superficial de la zona irradiada.

En este trabajo se utilizé un microscopio electrénico JEOL 6460LV para el analisis de las
muestras. Se observaron superficies de fractura y en algunos casos superficies pulidas a
espejo, utilizando una pulidora y pasta de alimina, y tratadas térmicamente a 50 °C por
debajo de la temperatura de sinterizado, durante 20 min. Dado que las muestras observadas
son dieléctricas, se las recubrié con una pequefia ldmina de oro mediante Electron Beam
Physical Vapor Deposition (EBPVD).

2.2.10- Caracterizacion por Dispersion de energias de Rayos-X (EDS)

Cuando un haz de electrones suficientemente acelerado impacta sobre la superficie de un
solido, pueden producirse dos clases de fendbmenos. Por un lado, tiene lugar la re-emisién
electronica a partir de electrones retrodispersados y electrones secundarios. Por otro lado, se
produce la radiacion X caracteristica de todos los elementos presentes en la muestra
bombardeada. La deteccion de los rayos X generados por el volumen del material permite

realizar el analisis elemental cualitativo de la muestra.
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En este trabajo se utiliz6 una microsonda EDAX Genesis XM4 - Sys 60, equipado con
analizador multicanal EDAX mod EDAM 1V, detector de zafiro Si(Li) y ventana de Be sUper

ultra delgada, y software EDAX Genesis version 5.11.

2.2.11- Medicién de propiedades dieléctricas (¢"y £”")

El comportamiento dieléctrico fue estudiado sobre los discos a través de Espectroscopia de
Impedancia. Las muestras fueron sometidas a un campo de frecuencia variable en el rango de
frecuencias que va de 1 a 10° Hz (Hioki 3522-50), y de 10° a 10’ Hz (Hioki 3535) y se
registro la capacidad (Cp) y la tangente de pérdida (tan (3)). El registro se realizd a
temperatura ambiente. En todos los casos se emple6 como portamuestras una celda
Novocontrol BDS 1200. Con la geometria de las pastillas se calcularon la parte real (¢") y la

parte imaginaria (¢"") de la permitividad mediante las ecuaciones:

C Ec. (2.4)

g’=¢"tan(5) Ec. (2.5)

Siendo e el espesor y A el area de la pastilla, ¢ la permitividad del vacio, C, la capacidad de

la muestra y tan(d) la tangente de pérdida.

2.2.12- Medicion de la constante piezoeléctrica (dss)

Las muestras fueron polarizadas previamente a la determinacion de la constante
piezoelectrica. Para ello, se las sometio a un campo eléctrico continuo de 2160 V/mm durante
20 min en bafio de aceite de silicona a 140 °C. La constante piezoeléctrica ds3 fue
determinada utilizando un equipo dsz Test Meter Sinoceramics, Inc. Para la determinacion de
la constante piezoeléctrica se aplica una fuerza de baja frecuencia. La respuesta eléctrica es
procesada y comparada a la de una muestra de referencia lo que permite la lectura directa de
la constante piezoeléctrica (dzs).
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2.2.13- Medicidn del angulo de contacto

Con el objetivo de relacionar el grado de polarizacion con las caracteristicas de la superficie
de las muestras, se realizaron mediciones del &ngulo de contacto mediante el método de la
gota sésil o yacente. En este método se coloca una pequefia gota de liquido (50 uL) sobre la
superficie sélida y se observa la forma de la gota, midiendo el angulo interno en el punto de
contacto solido, liquido, aire, como se muestra en la Figura 2.3. A este angulo se lo denomina
angulo de contacto (0) y se lo relaciona directamente con la mojabilidad de la superficie. Asi,
a menor angulo, se dice que la mojabilidad es mayor, y a mayor angulo, se dice que la

mojabilidad es menor.

a) Aire

Liquido

Solido

b) Aire

Liquido

Solido

Figura 2.3. Definicion del angulo de contacto 0: a) la gota “moja” el sustrato, 0<90°;

b) 1a gota “no moja” el sustrato, 6>90°.

La medicion se realizd con un goniometro Ramé-Hart modelo 500 Advanced Contact Angle
Goniometer, que mediante el programa DROP image Advanced Software ajusta el perfil de la
gota y permite medir con un tiempo controlado.

En este estudio, se realizaron 150 mediciones cada 2 s, buscando obtener un valor de 6 de
equilibrio, que es el valor que se debe utilizar para calcular la energia superficial. Dado que
los tiempos para llegar al equilibrio fueron mayores a cinco minutos, se estandarizaron todas
las mediciones en un tiempo de 100 s para reportar el valor del angulo de mojado y asi evitar
problemas de evaporacion del solvente. Se usaron agua y diyodometano como solventes,

polar y no polar, respectivamente.
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2.2.14- Estudio de citotoxicidad

Para evaluar la biocompatibilidad de las muestras se realiz6 un estudio de citotoxicidad de los
productos de disolucién de las mismas. Para ello se utilizaron embriones de pez cebra (Danio
rerio) debido a las ventajas que poseen estos Gltimos como modelo experimental in vivo
alternativo a los modelos corrientes. Entre ellas, su disponibilidad universal, relativo bajo
costo, rapido desarrollo y crecimiento, y adecuacion a normas éticas vigentes para el uso de

animales de experimentacion (1911201

Se realiz6 la incubacién de microparticulas de cada muestra en medio embrionario con una
concentracion de 1% p/v (solucidn fisiologica de Hanks al 10%, pH 7) durante 7 dias en un
agitador orbital a 37 °C para obtener los productos de disolucion. Los extractos fueron
centrifugados y filtrados con filtro de 0,22 um. En algunos extractos fue necesario ajustar el
pHa7.

Posteriormente, se incubaron embriones de pez cebra (48 h post fecundacidon previamente
decorionados) a 28,5 °C en placas de 6 pocillos durante 72 h en medio embrionario (control)
o medio embrionario enriquecido con los productos de disolucién de cada una de las
muestras. El seguimiento de los embriones se realiz6 cada 24 h y se determind el porcentaje
de mortalidad para cada tiempo considerado. Para finalizar el experimento, los embriones
fueron anestesiados con Tricaina y fijados en paraformaldehido al 4% en PBS. Los ensayos

se realizaron por duplicado con un n=20 embriones por cada muestra.

Con este ensayo pudo determinarse la biocompatibilidad de los diversos materiales
estudiados.
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3.- Resultados y Discusién

3.1- Caracterizacién de los materiales de partida

Capitulo 111

Los materiales utilizados en este trabajo fueron caracterizados mediante Difraccion de rayos

X con el objeto de identificar las fases presentes en los mismos. La Figura 3.1 muestra los

espectros obtenidos.
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Figura 3.1. Espectros de DRX de a) BT comercial (cBT), b) HA comercial (cHA), ¢) BT sintetizado (sBT)

mediante reaccién en estado sélido y d) HA sintetizada (SHA) a través del método de precipitacion.

En los espectros de materiales de BT, se observa que tanto el polvo de origen comercial como
el sintético presentan una fase cristalina de BT que se corresponde con la ficha JCPDS 01-
075-1169, y se identifican trazas de BaCOsz en sBT (JCPDS 00-001-0506), remanentes del
proceso de sintesis del BaTiOs. Los materiales de HA, presentaron ambos las sefiales
correspondientes a una fase de hidroxiapatita segin la ficha JCPDS 01-073-0294. Sin

embargo, en estos espectros se observa una diferencia en el ancho de los picos atribuible a la
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variacion en el tamafio de los cristales presentes en las muestras, producto de la diferente

relacion molar Ca/P en las mismas Yy al diferente grado de cristalinidad.

Ademas, se caracterizd la morfologia y tamafio de particulas de los polvos de partida
mediante microscopia electronica de barrido. Las imagenes obtenidas para las cuatro
muestras se presentan en la Figura 3.2.

BT HA

comercial

X1 888 18 km

sintético

X5, BB0 . Sam 26 239 SEI X1, 888 18um

Figura 3.2. Imagenes SEM de las muestras a) cBT , b) cHA, ¢) sBT y d) sHA

Las micrografias del BT tanto comercial como sintético se presentan con una ampliacién de
5000 aumentos. El tamafio de grano de BT comercial es de 0,9 £ 0,3 um, presentando una
distribucion asimétrica como se muestra en la Figura 3.3, obtenida de la medicién de 54
particulas. Se aprecia que el tamarfio de particula del polvo de BT sintético es mucho menor y
no se pudo obtener un diametro medio de particula porque resulté dificil de cuantificar por

esta técnica.
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Las imagenes de HA se presentan con una ampliacion menor de 1000 aumentos. La HA
comercial presenta una morfologia de cristales tipo placas, con un espesor de 2,1 = 0,4 um,
en forma de rombos, con lados del orden de los 40 um. Es notoria la diferencia con las
caracteristicas morfologicas de la HA sintética, que presenta un tamafio de particula
sensiblemente menor. Cabe destacar que en el material de HA sintética no se observa la
morfologia de cristales tipo placas, aunque se observa la formacion de aglomerados (del
orden de 10-15 um) como consecuencia de la alta energia superficial de las particulas de

menor tamano.
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Figura 3.3. Distribucion de tamafio de particulas del polvo de BT comercial.
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3.2- Materiales compuestos a partir de polvos comerciales (cHA, cBT)

Partiendo de los polvos comerciales de HA y BT se prepararon muestras con los siguientes
porcentajes en volumen de BT: 0, 80, 85, 90, 95 y 100 %. La nomenclatura utilizada se

presenta en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Materiales compuestos obtenidos en la serie comercial.

0 80 85 90 95 100

cHA | ¢cc80 | cc85 | ¢cc90 | cc95 cBT

De esta serie se prepararon dos conjuntos de muestras, unas sinterizadas a 1250 °C y otras a
1300 °C durante 2 h, con el objeto de analizar el efecto de la temperatura sobre la estabilidad
del sistema.

3.2.1- Medidas de densidad

A continuacion se presentan los valores de densidad obtenidos para ambas series de muestras
(Tabla 3.11).

Tabla 3.11. Valores de densidad y porosidad porcentual de las muestras de la serie comercial.

cHA 2,83 3,15 10,2
cc80 5,18 5,44 4,8
© cc85 515 5,58 7,8
g cc90 5,47 5,73 4,5
cc95 5,46 5,87 7,0
cBT 5,75 6,02 4,4
cHA 2,84 3,15 9,8
cc80 5,10 5,44 6,3
© cc85 5,24 5,58 6,2
% cc90 5,48 5,73 4.4
cc95 5,44 5,87 7,4
cBT 5,76 6,02 43

“la densidad tedrica se calculd considerando que el material estd compuesto por HA
y BT puros, aunque éstas no son las Unicas fases que componen las muestras.
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A partir de los valores experimentales obtenidos, se puede indicar que no existen variaciones
relevantes entre los valores de densidad de las muestras sinterizadas a 1250 °C y 1300 °C.
Asimismo, no se observa una clara tendencia en cuanto al efecto del contenido de BT sobre la

densidad final de los compuestos.

3.2.2- Caracterizacion por DRX

Al analizar los espectros de DRX de esta serie (Figura 3.4), se puede observar que al
incorporar mayores cantidades de HA a la mezcla se produce un corrimiento de los picos
caracteristicos del BT hacia mayores valores de 20, correspondientes a menores valores de
espaciado interplanar. Esta variacion se asocia a la sustitucion de iones Ba?* por iones Ca?*
(de menor tamafio) en la estructura del BT. También se observa la descomposicion de la fase
HA en B-TCP (fosfato tricdlcico ortorrémbico, ficha JCPDS 01-070-2065). Se identifican
como fases secundarias al fosfato de bario, Baz(POs). (ficha JCPDS 00-025-0028) y fosfato
de bario y calcio, Baz1Cao9(PO4)2 (ficha JCPDS 00-024-0092), entre otras.

Al incrementar la temperatura se observa un aumento en el desdoblamiento de las sefiales
caracteristicas del BT a 45°. Dado que este desdoblamiento se correlaciona con un mayor
grado de tetragonalidad del BT, se infiere que la mayor temperatura de sinterizacion
favorecié el incremento de esta fase. Teniendo en cuenta que la fase tetragonal presenta un
comportamiento ferroeléctrico y piezoeléctrico, se seleccion6 la temperatura de 1300°C como

temperatura de sinterizado para las siguientes series de muestras.
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Figura 3.4. Espectros de DRX de las muestras de la serie cHA/cBT sinterizadas. a) 1250 °C; b) 1300 °C
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3.2.3- Caracterizacion mediante microespectroscopia Raman

Se realizaron analisis mediante microespectroscopia Raman sobre las muestras
correspondientes a la serie comercial sinterizada a 1300 °C. Los resultados se muestran en la

Figura 3.5.
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Figura 3.5. Espectros Raman de las muestras sinterizadas a 1300 °C.

En los espectros se observa la presencia de la banda aguda a 305 cm™ [By, E(TO +LO)], v las
bandas anchas a 248 cm™, 519 cm™ y 713 cm™ con modos de vibracion [Ai(TO)], [Au,
E(TO)] y [ALE(LO)], respectivamente, que evidencian la presencia de la fase BT
tetragonall?tl?21, |_a estabilizacion de esta estructura también fue anteriormente determinada
mediante DRX para las muestras sinterizadas a 1300 °C. En la muestra cc80 no se observan
las bandas tipicas de la HA que corroboran la descomposicion de la misma en presencia de

BT, dando lugar a una fase de BT sustituida y a fases secundarias.
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3.2.4-Caracterizacién microestructural mediante SEM

En la Figura 3.6 se presentan las imagenes obtenidas mediante SEM de las superficies de

fractura, correspondientes a las muestras sinterizadas a 1300 °C.

Figura 3.6. Imagenes SEM de las muestras a) cHA, b) cc80, ¢) cc85, d) cc90,
e) cc95 y f) cBT sinterizadas a 1300 °C.

A partir de la Figura 3.6 se observa que la muestra de HA presenta una microestructura
altamente porosa (Fig.3.6.a). De la serie estudiada, la muestra con 80 %BT presenta una

microestructura con tamafio de grano homogéneo y la aparicion de una fase secundaria en
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forma de placas (Fig.3.6.b). Al incrementar el contenido de BT se observa un crecimiento
bimodal del tamafio de granos de BT (Fig.3.6.c, d, e y f).

Utilizando el software Image-Pro Plus v4.5 se midio el tamafio de grano y el didmetro de
poros. La muestra cBT presentd una microestructura con tamafio medio de grano de 35 um
distribuidos heterogéneamente en una matriz con tamafios de grano mas pequefios (aprox.
0.5-2 um). Por otro lado, la muestra cc80 presentd una distribuciéon mas homogénea del
tamario de grano con un valor medio de 8 um. El radio medio de poro de la muestra cHA es
de 0,85 um. Mediante el analisis localizado por EDS (Figura 3.7) se pudo identificar la
composicion elemental de unas estructuras en forma de varillas o placas, y uniendo esta
informacién con los espectros DRX, se asocid esta estructura a la fase fosfato de bario
(Bas(PQOs4)2, ficha JCPDS 00-025-0028).

(0]

Au

080 160 240 320 400 480 560 640 7.20 800 keV
[CPS:4563 DT%:40 |Lsec:27.1 [Cnts32  keV:8.280 FS:1231 | Fr=268 | [

Figura 3.7. Imagen SEM-EDS de la muestra cc80 sinterizada a 1300 °C.
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3.2.5- Comportamiento dieléctrico

En la Tabla 3.111 se presentan los valores de permitividad real e imaginaria a 20 kHz de las
muestras con distintos contenidos de BT, sinterizadas a 1300 °C. A partir de los resultados, se
observa un importante aumento en el valor de la permitividad real con el aumento del
contenido de BT. Ademas, la variacion en las propiedades dieléctricas con la composicion

también puede relacionarse con:

- la porosidad presente en las muestras, aunque no se puede deducir un comportamiento

general debido a las variaciones en el grado de porosidad de las muestras.

- la existencia de fases secundarias en las cuales se puede producir una interaccion entre la
polarizacién idnica de la fase dieléctrica rica en calcio y los dominios ferroeléctricos

presentes en la fase rica en bariol?3124],

Tabla 3.111. Valores de permitividad real e imaginaria de las muestras con distintos contenidos de BT.

cHA 3 0,6

cc80 19 0,6
cc85 36 1.4
cc90 43 0,7
cc95 36 0,4

cBT 265 3
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3.3- Materiales compuestos a partir de polvos sintéticos (SHA, sBT)

Partiendo de polvos sintéticos de HA y BT se prepararon muestras con los siguientes
porcentajes en volumen de BT: 0, 80, y 100 %v/v. En la Tabla 3.1V, se presenta la

nomenclatura de las muestras.

Tabla 3.1V. Materiales compuestos obtenidos en la serie sintética.

0 80 100

SHA | ss80 | sBT

En este caso no se estudio la serie de composiciones completas debido a que se comenzé un
estudio exploratorio en cuanto a la reactividad de las fases que componen el material
compuesto a la temperatura de sinterizado. En base a los resultados de las propiedades
dieléctricas observados para la serie comercial, se eligio la composicion de 80% de BT, dado
que con una cantidad de HA del 20% v/v, necesaria para la bioactividad del material, se logra
retener parte de las propiedades ferroeléctricas del BT en el material final. Asimismo, con

concentraciones muy bajas de HA seria dificil evidenciar la reactividad de las fases.

3.3.1- Medidas de densidad

Se determiné la densidad de la muestra ss80 a las dos temperaturas de sinterizado (Tabla
3.V). Los datos hallados muestran que la variacion de densidad no se ve influenciada en gran
medida por la temperatura. Consecuentemente, los valores de porosidad calculados resultaron

similares.

Tabla 3.V. Valores de densidad y porosidad porcentual de las muestras de la serie sintética. Densidad tedrica:
5,44 g/lcm?.

ss80 1250 4,74 12,9

ss80 1300 4,84 11,0
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3.3.2- Caracterizacion por DRX

El analisis de las fases presentes por DRX en las muestras ss80 1300 y 1250, revel6 la
presencia de BT y fases secundarias de titanato de calcio (CaTiOs, ficha JCPDS 01-082-
0229) vy titanato de bario y calcio ((BaossCao.12)TiOs, ficha JCPDS 01-081-1288) (Figura
3.8). No se observaron diferencias significativas cuali y cuantitativas entre las muestras
sinterizadas a diferentes temperaturas. Las muestras sBT 1300 y 1250, sélo presentaron las
sefiales correspondientes a BaTiOsz (s6lo se presenta el espectro correspondiente a sSBT 1300).
En las muestras de HA 1300 y 1250 se registraron las sefiales correspondientes a HA,
identificandose también pequenas proporciones de fosfato tricalcico [B-TCP] y fosfato
tetracalcico [TTCP, CasO(PQOa4)2] , ficha 00-025-1137. A diferencia de lo observado en la
serie comercial, el desdoblamiento de la sefial caracteristica de la fase tetragonal de BT a 20 =
45° no fue observada en las muestras con 80 %v/vBT de esta serie sinterizada y obtenida a

partir de materiales sintéticos.
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Figura 3.8. Espectros de DRX de las muestras sinterizadas a 1250 °C y a 1300 °C de la serie sintética.
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3.3.3- Caracterizacion mediante microespectroscopia Raman

Se realizaron analisis mediante microespectroscopia Raman sobre las muestras
correspondientes a la serie sintética sinterizada a 1300 °C. Los resultados se muestran en la
Figura 3.9.
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Figura 3.9. Espectros Raman de las muestras de la serie sintética sinterizadas a 1300 °C.

En los espectros analizados se observa la presencia de las sefiales caracteristicas del BT en
fase tetragonal (303, 531 y 737 cm™). Si bien por DRX no se habia detectado la presencia de
esta fase de BT, por espectroscopia Raman es posible decir que existe un cierto grado de
tetragonalidad en esta serie. En la muestra ss80 no se observan las bandas tipicas de la HA,
corroborando la descomposicion de la misma en presencia de BT, dando lugar a una fase de

BT sustituida y a fases secundarias.
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3.4- Materiales compuestos a partir de titanato de bario comercial y de

hidroxiapatita sintética (cBT, sHA)

Teniendo en cuenta los resultados hallados en el analisis de las series anteriores, se propuso
estudiar el comportamiento de materiales compuestos por BT comercial, que presenta un
mayor grado de tetragonalidad a 1300 °C, y HA sintética, que presenta mayor estabilidad
térmica respecto a la comercial. Se prepararon 6 composiciones para esta serie (Tabla 3.V1).

La serie de muestras fue sinterizada a 1300 °C durante 2 h.

Tabla 3.VI. Materiales compuestos obtenidos en la serie comercial/sintética.

0 20 40 60 80 | 100

cSHA | ¢s20 | cs40 | cs60 | ¢cs80 | csBT

3.4.1- Medidas de densidad

La Tabla 3.VII muestra los valores de densidad obtenidos experimentalmente para la serie

comercial/sintética.

Tabla 3.VI1I1. Valores de densidad y porosidad porcentual de las muestras de la serie comercial/sintética.

csHA 260 =+ 0,04 315 174 + 13
cs20 307 = 014 3,72 17 = 4
cs40 2,74 + 0,05 4,3 363 + 172
cs60 446 =+ 0,09 4,87 84 * 18

cs80 509 *= 0,05 544 65 + 10

csBT 581 = 004 602 35 = 07

*1a densidad tedrica se calculd considerando que el material esta compuesto por HA
y BT puros, aunque éstas no son las Unicas fases que componen las muestras.
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Es evidente que el aumento con el contenido de BT disminuye el grado de porosidad de los
compuestos, a excepcion de la muestra cs40 que registra un aumento muy importante en su
porosidad.

3.4.2- Caracterizacion por DRX

El analisis de las fases presentes por DRX, reveld la presencia de BT y fases secundarias de
fosfatos de bario y calcio en las muestras con mayores contenidos de BT (cs80, ¢s60 y cs40)
(Figura 3.10).
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Figura 3.10. Espectros de DRX de las muestras sinterizadas a 1300°C de la serie comercial/sintética.

Al analizar los espectros de DRX en esta serie, se puede determinar que el aumento en el
contenido de HA disminuye el grado de tetragonalidad de la fase BT. En el espectro de la
muestra cs80 se observa que el pico a 45° presenta un ensanchamiento notable que indica la

convivencia de la fase cubica y tetragonal del BT (fase pseudocubica de BT).

En las muestras ¢s20 y c¢s40 se identifico la presencia de titanato de calcio (CaTiOs)
proveniente de la reaccion de la mezcla BT/HA con altos contenidos de HA, como asi
también la formacion de fosfato de bario (Bas(POas)2), entre otros.
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3.4.3- Caracterizacion mediante microespectroscopia Raman

Se

realizaron analisis

mediante microespectroscopia Raman

sobre

las

Capitulo 111

muestras

correspondientes a la serie comercial-sintética sinterizada a 1300 °C. Los resultados se

muestran en la Figura 3.11.
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Figura 3.11. Espectros Raman de las muestras de la serie comercial/sintética.

En la Figura 3.11 se observa la presencia de las sefiales caracteristicas del BT en fase
tetragonal (303, 531 y 737 cm™). Si bien, en la muestra con cs80 por DRX se habia detectado
un ensanchamiento del pico caracteristico a 45°, por espectroscopia Raman es posible
confirmar que existe un cierto grado de tetragonalidad en esta muestra. En la muestra ¢s80 no
se observan las bandas tipicas de la HA que corroboran la descomposicion de la misma en

presencia de BT, dando lugar a una fase de BT sustituida y a fases secundarias.
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3.4.4- Caracterizacion microestructural mediante SEM

En la Figura 3.12 se presentan las imagenes obtenidas mediante SEM, de las superficies de

fractura, correspondientes a las muestras sinterizadas a 1300 °C.
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Figura 3.12. Imagenes SEM de las muestras a) SHA, b) ¢s20, c) cs40, d) cs60, e) cs80y f) cBT
sinterizadas a 1300 °C.

Se observa que la muestra de HA pura presenta una microestructura porosa, con poros de
tamafio uniforme. En las muestras cs20 y cs40 se observan micro y macroporos. Estos
altimos podrian provenir de la descomposicion y alta reactividad de las fases que conducen a
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la formacion de fases liquidas durante el sinterizado. Estas observaciones microestructurales
son congruentes con los valores de densidad medidos en estos compuestos. Para mayores
contenidos de BT, se observa una microestructura mas densa. Nuevamente se observa una

distribucion bimodal de tamafio de grano en la muestra cBT.

En la muestra cBT se observo una distribucion bimodal de granos, como muestra la Figura
3.13. Esta distribucion de tamarios, se relaciona con las fases estabilizadas, dado que por
estudios previosi*?, se ha establecido que en los granos de mayor tamafio el titanato de bario
tiende a estabilizarse en una fase tetragonal, mientras que en los de tamafio menor a una

micra, disminuye su grado de tetragonalidad.

15Kk | XZBB S 188k

*

Figura 3.13. Imagen SEM a x200 de la muestra cBT sinterizada a 1300 °C.

3.4.5- Comportamiento dieléctrico

En la Figura 3.15 se presentan las curvas de permitividad real e imaginaria a 20 kHz de las
muestras con distintos contenidos de BT sinterizadas a 1300 °C. A partir de los resultados, se
observa un importante aumento en el valor de la permitividad real con el aumento en el
contenido de BT. El valor de €’ del BT (170 £ 40) es marcadamente inferior al reportado en
bibliografia (valores entre 2000 y 4500). Este valor tan bajo para €’ puede ser atribuido al alto
grado de porosidad de las muestras y la elevada fraccién de granos de pequefios tamafio en

los cuales el grado de tetragonalidad es bajo, como se menciond anteriormente.

42



Desarrollo de materiales compuestos de Hidroxiapatita y Titanato de Bario Capitulo 111

A modo de comparacion de los valores de € se calcularon las permitividades de los
compuestos utilizando dos modelos sencillos que consideran a las dos fases conectadas como

placas en serie o0 en paralelo (Figura 3.14).

~_
”| I I
~

(b)

Figura 3.14. Modos de conexidn ideal de un compuesto bifasico, (a) serie (b) paralelo

De este modo, la permitividad calculada en el modelo en paralelo se obtuvo a partir de:

2 compuesto, paralelo = fTB £ TB+ fHA'g HA Ec. (31)

y para el modelo en serie mediante la expresion:

1t fu Ec. (3.2)

& compuesto, serie & B & HA

donde, &' y f, son la permitividad real y la fraccion volumétrica del material i,

respectivamente. En la Figura 3.15 se representan los valores medidos y se muestran en linea
rayada el modelo en paralelo y en linea punteada el modelo en serie.
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Figura 3.15. Curvas de permitividad real e imaginaria de las muestras con distintos contenidos de BT.

Se observa que los valores tienen un comportamiento intermedio entre ambos modelos
debido a la aparicion de fases secundarias, a la porosidad de las muestras que disminuye los

valores de permitividad observados y la interconexidn entre las distintas fases.

Al comparar estos valores con los valores medidos para la serie realizada con materia prima
integramente comercial (Figura 3.16), se observa que en general la serie comercial-sintético
presenta mayores valores de permitividad real e imaginaria. Este fendmeno puede atribuirse a
la menor reactividad de la HA sintética respecto de la comercial, que permite mantener una

mayor proporcion de fase dieléctrica en la mezcla luego del proceso de sinterizado.

44



Desarrollo de materiales compuestos de Hidroxiapatita y Titanato de Bario Capitulo 111

300 _l i T ) T ¥ T 4 T ke T ]
S n ]
250 = cc1300 .
® ¢s1300
200 |- T
N J
T e
S 150 | -
N
(]
. v
100 | -
°
50 |- ik -
. ) + "
® o ® [
0 —T . 1 . ] . | . 1 . 1]
0 20 40 60 80 100
%"/, BT

Figura 3.16. Curvas de permitividad real vs composicidn para las series comercial y

comercial-sintética.

Cabe mencionar que la diferencia entre valores de permitividad real correspondiente a la serie
cc1300 y ¢s1300 de las muestras con 100% de BT puede atribuirse a un cambio en el tipo de
electrodo con vistas a los estudios bioldgicos posteriores. En los materiales comerciales se
pintaron electrodos de plata y en esta nueva serie (comercial/sintética) se usaron discos de
plata que se mantuvieron bajo presion sobre la muestra, de modo que las muestras presenten

superficies libres de plata.

Este cambio de electrodo generd una diferencia en el valor medido de permitividad para las
muestras ccBT y csBT, por ello, esta comparacion se presenta Unicamente para comparar

comportamientos de las series.

3.4.6- Coeficiente piezoeléctrico

En la Tabla 3.VIII se presentan los valores de constante piezoeléctrica (dzs) de las muestras
sinterizadas y previamente polarizadas. Se observa que al incrementar el contenido de BT se
produce un importante aumento en la constante piezoeléctrica. No se pudo determinar la
constante piezoeléctrica en las muestra con mayores contenidos de HA debido a que
presentaron una alta porosidad que dificulta su polarizacion previa, y a que el equipamiento
disponible en INTEMA no permite polarizar las muestras con potenciales eléctricos

superiores a los 2300 V.
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Tabla 3.VII1. Valores de constante piezoeléctrica (ds3) de las muestras

correspondientes a la serie comercial-sintética.

cs80 13 + 3

csBT 37 = 16

3.4.7- Caracteristicas superficiales de las muestras

Se determind el angulo de contacto de las muestras con un solvente polar (agua desionizada)
y uno no polar (diyodometano) para caracterizar las superficies de los materiales sinterizados.
En la Figura 3.17 se muestran los valores de &ngulo de contacto obtenidos para las muestras
antes de la polarizacion. Se observa que el solvente no polar presenta una mejor mojabilidad
de las muestras, y no presenta una marcada tendencia con la composicién. Por otro lado, se
observa que la muestra con 20 %v/v BT es la que presenta un mayor angulo de contacto con
el agua.

Las composiciones que registraron mayores valores de dngulo son las muestras que presentan
elevados valores de porosidad (Tabla 3.VII) y a su vez presentan una alta cantidad de poros
de gran tamafio (Figura 3.12). Esto podria estar asociado a un fendmeno de capilaridad que

modifica el acomodamiento de la gota y resulta en bajos valores de mojabilidad.
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Luego de la polarizacién, se realizd nuevamente la medicion de angulo de contacto en las

muestras que pudieron ser polarizadas (80 y 100 %v/v BT). Previo a la medicién, las

muestras fueron lavadas con detergente en un bafio ultrasénico y posteriormente, secadas.

En la medicion de los &ngulos de contacto se diferenciaron las medidas efectuadas sobre las

caras con carga positiva y negativa de las muestras, como se muestra en la Figura 3.18. En

todos los casos, se observo un aumento de los angulos de contacto medidos luego de la

polarizacion, sin registrarse diferencias significativas entre las caras. Este resultado

contradice lo reportado en bibliografia, donde luego de la polarizacion se registra una mejora

en la mojabilidad (disminucion del angulo de contacto), atribuida por Bodhak y col. al

incremento en la densidad idnica superficial ™.
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Figura 3.18. Angulo de contacto a 100s para las muestras de 80 y 100 %BT antes y después de la polarizacion.

Luego de analizar las posibles fuentes de error en la medicion, se plante6 la posibilidad de
que las muestras contuvieran restos de aceite de silicona proveniente del bafio en el que
fueron sumergidas durante la polarizacion para evitar la formacion de un arco eléctrico entre
los electrodos. Dicho aceite remanente puede modificar las caracteristicas superficiales de la
muestra y aumentar el angulo de contacto debido a que la pelicula residual actuaria como un

film “impermeable” debido a su muy baja tension superficial.

Para corroborar la presencia de aceite de silicona remanente, se realizé un analisis mediante
FTIR de una muestra de aceite de silicona, y de la superficie mediante reflectancia por FTIR
correspondiente a dos muestras de BT, una que nunca paso por el bafio de aceite y la otra
polarizada y lavada en ultrasonido con detergente. Los espectros se presentan en la Figura
3.19.
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Figura 3.19. Espectros de FTIR para verificar el grado de contaminacién.

En la Figura 3.19 pueden observarse pequefias sefiales atribuibles al aceite de silicona
presente en la muestra polarizada. Estas sefiales indican la presencia del aceite como residuo
de la polarizacion que no pudo ser eliminado totalmente luego del proceso de limpieza con

detergente en el bafio ultrasénico.

Estos problemas en la limpieza de los residuos de aceite de silicona también fueron
observados en otros sistemas, donde se encontrd que la medicion de angulo de contacto es
hasta tres 6rdenes de magnitud mas sensible que la espectroscopia FTIR para la deteccién de

la presencia de restos de aceite de silicona [%°1,

Por ello, si bien la intensidad de las sefiales por FTIR es baja, la deteccion del aceite de
silicona mediante esta técnica es un indicador de que las mediciones de angulo de contacto
resultaran modificadas. Para eliminar estos restos deberian ensayarse otros métodos de
limpieza o modificar la celda de polarizacion para eliminar el medio de aceite de silicona en
el ensayo. Estas alternativas requieren implementar métodos que estan fuera del alcance de

este trabajo.
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3.4.8- Ensayos bioldgicos de citotoxicidad

A continuacién se presentan los resultados del ensayo de citotoxicidad realizados con
embriones de pez cebra. Para una mayor comprension, se comparan por un lado los
materiales puros comerciales y sintéticos, luego se hace una comparacion de la serie
comercial-sintética, teniendo en cuenta las composiciones 0, 20, 80 y 100 %v/v BT, y por

altimo se compara la composicion 80 %v/v BT de las tres series.

Estudio sobre HA

Los resultados del estudio sobre ambas muestras de HA, tanto la comercial como la
sintetizada en el laboratorio (Tabla 3.1X) mostraron que ambas muestras no son citotoxicas,
ya que no se registr6 mortandad de embriones. Cabe recordar que estas muestras se
comportaron de manera diferente durante el proceso de sinterizado, dado que la muestra de
cHA result6 principalmente B-TCP (Figura 3.4.b) y la muestra de sHA resulté estable con la

temperatura (Figura 3.10).

Tabla 3.1X. Mortalidad de embriones con extractos de 7 dias post-incubacion para la serie HA.

Control (medio embrionario) 0 0 0 0
cHA 0 0 0 0
sHA 0 0 0 0

Estudio sobre BT

En la Tabla 3.X se muestran los resultados del estudio sobre la muestra comercial y la
sintética de BT. No se registr6 mortandad de embriones para la muestra comercial, mientras
que para la muestra sintética se registré una mortandad total.
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Tabla 3.X. Mortalidad de embriones con extractos de 7 dias post-incubacion para la serie BT

Control (medio embrionario) 0 0 0 0
cBT 0 0 0 0
sBT 0 0 100 100

Una diferencia fundamental entre las muestras cBT y sBT es el tamafio de grano. La muestra
sBT esta formado por particulas muy pequefias, con alta superficie especifica respecto de la
muestra cBT. Una mayor superficie especifica favoreceria la disolucion de iones de la
muestra lo que incrementaria la velocidad de disolucion del material en medios biolégicos

respecto a la muestra cBT.

Mediante estudios previos Neubrand y col.[?®] determinaron que los iones bario ubicados en
los sitios superficiales pueden sufrir una reaccion superficial de disolucion. Por este motivo,
las diferencias en el tamafio medio de grano de las muestras correspondientes a la serie

comercial/sintética pueden correlacionarse con los resultados de citotoxicidad.

Estudio sobre serie comercial-sintética

Al observar los resultados de las composiciones de la serie comercial-sintética estudiada
(sHA, cs20, cs80 y ¢BT), mostrados en la Tabla 3.XI, se aprecia que la muestra cs20 registrd
una mortalidad del 100%, mientras que la muestra cs80 no presenté mortandad. En la muestra
cs20, la fase mayoritaria es el titanato de calcio formado durante el sinterizado de la muestra.
En estas muestras también, la granulometria posee influencia sobre los procesos de
disolucidon en el medio acuoso. Cabe recordar que la muestra cs20 formé un alto contenido de
fase liquida durante el proceso de sinterizado que condujo a la formacion de una
microestructura altamente porosa. Esta fase secundaria formada en el proceso de sinterizado
posee una menor estabilidad que la fase de titanato de bario inicial y, por ende, tiende a

solubilizarse en el medio de cultivo en mayor proporcion.
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Tabla 3.X1. Mortalidad de embriones con extractos de 7 dias post-incubacion para la serie comercial-sintética

Control (medio embrionario) 0 0 0 0
sHA 0 0 0 0
cs20 0 0 100 100
cs80 0 0 0 0
cBT 0 0 0 0

Estudio sobre 80 %v/v BT

Se decidi6 comparar la citotoxicidad de la mezcla de 80 %v/v BT para las diferentes
combinaciones de materiales de partida, dado que fue la Unica composicion intermedia que se
pudo polarizar en este trabajo. En la Tabla 3.XII se puede observar que la muestra cs80

presentd biocompatibilidad, en tanto que para las otras dos se registr6 una mortandad total.

Tabla 3.X11. Mortalidad de embriones con extractos de 7 dias post-incubacion para la serie 80 %v/v BT

Control (medio embrionario) 0 0 0 0
cc80 0 0 100 100
cs80 0 0 0 0
ss80 0 0 100 100

En la muestra cc80, la fase mayoritaria resulté ser BT tetragonal, con una sustitucion parcial
de iones bario por iones calcio, y en menor cantidad se encontraron fases secundarias (B-TCP

y otras).
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Por otra parte, la muestra ss80 se formulé con HA sintética, que es mas estable que la HA
comercial, por lo que se encontré6 una menor sustitucion de iones, y con BT sintético,
principalmente cubico, y poco biocompatible, como se observa en la Tabla 3.X. Ademas, se
encontraron fases secundarias de fosfatos de bario y calcio, cuya compatibilidad se

desconoce.

Finalmente, la muestra c¢s80 se constituyd con los materiales térmicamente mas estables
(Figura 3.20), por lo que se observa una menor proporcion de fases secundarias que en las
otras muestras. EI hecho de que las materias primas sean mas estables se podria asociar a una
menor solubilidad, lo que limitaria la liberacion de iones al medio de incubacion, este hecho

explicaria la mayor biocompatibilidad de esta muestra.
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Figura 3.20. Espectros de DRX de las muestras formuladas con 80 %v/v de BT donde se identifican las fases

secundarias formadas en el proceso de sinterizado a 1300 °C.
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4.- Conclusiones

La motivacion de este estudio se basé en el conocimiento del caracter piezoeléctrico de los
huesos, y en la basqueda de un mejor desempefio de los materiales de hidroxiapatita
polarizados. Poder modular la velocidad de osteointegracion con el grado de polarizacion de
los materiales compuestos de hidroxiapatita y titanato de bario fue el objetivo general

planteado para este trabajo.

El sistema de estudio propuesto constituye un campo de investigacion novedoso y con
incognitas aun por responder, fundamentalmente por la complejidad del mismo en cuanto a
dificultades experimentales, reactividad quimica del sistema y en particular a los
inconvenientes que surgen de ensamblar metodologias de areas diferentes como la de los

biomateriales y de materiales electroceramicos.

A partir de las observaciones experimentales obtenidas en este proyecto es posible concluir
que la estabilidad de los materiales de partida condiciond la reactividad del sistema estudiado.
Si bien no existen reportes concluyentes acerca de la posible reactividad entre los
componentes iniciales, en este trabajo se determind que la formacion de fases secundarias
durante el proceso de sinterizado resulté un factor clave en el posterior desempefio de estos

materiales. En este sentido, se pueden enumerar las siguientes conclusiones:

e Se logré sintetizar polvos de hidroxiapatita y titanato de bario por métodos quimicos a
partir de reactivos simples de laboratorio, aplicando técnicas de precipitacion y de

reaccion en estado sélido, respectivamente.

e Se hallaron diferencias sustanciales en la estabilidad térmica de las fases de los
materiales sintetizados respecto de los comerciales. En particular la hidroxiapatita
sintética resulté mas estable térmicamente que la hidroxiapatita comercial, esta ultima
dio lugar a materiales bifasicos de B-TCP e HA. Por otro lado, el titanato de bario
comercial presentd un tamafio de particula mayor que el sintético lo cual favorecié la

estabilizacion de la fase ferroeléctrica.

e Se estudiaron combinaciones de materiales sintéticos y comerciales en distintas
proporciones (0, 20, 40, 60, 80 y 100 % de titanato de bario), resultando la serie de
hidroxiapatita sintética y titanato de bario comercial la serie mas promisoria para la

aplicacion buscada.
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En general, la densidad de las muestras aument6 con la incorporacion de titanato de
bario en la serie de hidroxiapatita sintética y titanato de bario comercial. Sin embargo,
las muestras con 20 y 40 %v/v BT presentaron una porosidad del orden de 20-35 %,

asociada a la formacion de fase vitrea producto de la alta reactividad del sistema.

En composiciones con bajos contenidos de HA de la serie hidroxiapatita y titanato de
bario comerciales, se observd un corrimiento en las sefiales de DRX caracteristicos de
BT hacia mayores valores de angulo 26, debido a la sustitucion parcial de iones bario
por iones calcio. Esta sustitucion tuvo posterior influencia en las propiedades finales

de los compuestos.

En todas las composiciones intermedias de las diversas series estudiadas se observé la
formacion de fases secundarias, Yy hasta la desproporcion de la hidroxiapatita
comercial en fosfato tricalcico. Estas fases fueron altamente dependientes de la

reactividad de los materiales de partida.

El aumento en la temperatura de sinterizado de 1250 a 1300 °C modificé el grado de
tetragonalidad de la fase ferroeléctrica, sin producir cambios importantes en la

densidad de las muestras ni en el contenido de fases secundarias.

Las muestras de BT sinterizadas a 1300 °C presentaron un crecimiento irregular de
granos, observandose granos de hasta 40 um distribuidos heterogéneamente en una

matriz con tamafios de grano mas pequefios (aprox. 0.5-2 um).

Las muestras con contenidos de BT menores al 80 %v/v no pudieron ser polarizadas
con el equipamiento disponible en el laboratorio.

Los valores de constante piezoeléctrica medidos resultaron inferiores a los reportados
en bibliografia, esto se asocia a la porosidad de las muestras y al bajo grado de
tetragonalidad de la fase BT, ademas de la presencia de fases secundarias no

piezoeléctricas.

La biocompatibilidad de los materiales compuestos obtenidos resultd altamente
dependiente de la composicion de las muestras, siendo consecuencia de los diferentes

niveles de iones liberados en el medio donde se efectio el ensayo.
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5.- Trabajo futuro

Se delinean a continuacion una serie de actividades que permitirian avanzar en el objetivo

general de este proyecto y profundizar en el comportamiento del sistema estudiado:

Desarrollar los materiales compuestos partiendo de un polvo de titanato de bario

sintético con elevado grado de tetragonalidad.

e Ensayar polvos con diferente granulometria a los ensayados, para reducir o eliminar

los problemas de delaminacion durante el prensado.

e Modificar la capacidad del equipo de polarizacion para desarrollar un mayor potencial
eléctrico y lograr polarizar muestras con menores contenidos de titanato de bario.

e Construir una nueva la celda que permita polarizar las muestras sin la utilizacién del
aceite de silicona como medio aislante. Otra posibilidad es ensayar fluidos que

permitan limpiar los restos del aceite.

e Profundizar los estudios bioldgicos, utilizando otras técnicas y ensayando muestras

polarizadas.
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